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ABSTRACT

The number of postmenopausal women in the world is expected to increase up fo 1.2 billion
in 2030. The therapy which is widely used to control the symptoms of menopause are
hormone rep.‘ag'nenr therapy (HRT), however HRT cause some side effects, including
breast cancer. The use of phytoestrogens as a substitute for estrogen intake becomes a
substitute therapy. Sunflower seeds and sesame seeds are examples of plants that have
been consumed to copemrh menopausal complaints. These seeds contain isoflavones,
lignans and coumestan. This study was conducted to determine the estrogenic activity of
sunflower seeds and sesame seeds using YES method with gene deletion PDRS5, SNQ2
and YOR1. The assay was carried out using ethanol extract of sunflower seeds and sesame
seeds with a series of concenirations from 50 to 2000 pug/ml with genistein as pom'e
control. The units of [-galactosidase defined as Miller units and EC50 values were
determined by using non-linear regression analysis with log dose-response parameters. The
results showed that genistein and sunflower seeds resulted EC50 values 7,822x10-1s M and
981.2 ug/ml, respectively, whereas the EC50 value of sesame seeds could not be
determined. Sunflower seeds exhibited a weak estrogenic activity whereas the estrogenic
activity of sesame seeds failed to be determined using YES method.
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ABSTRAK
Jumlah wanita pascamenopause di dunia diperkirakan akan bertambah menjadi 1,2 milyar jiwa
pada tahun 2030. Terapi yang telah luas digunakan untuk mengatasi keluhan yang terjadi akibat
menopause adalah terapi penggantian hormon estrogen (hormon replacement therapy, HRT),
namun HRT menyebabkan beberapa efek samping termasuk kanker payudara. Hal ini
menyebabkan penggunaan fitoestrogen sebagai pengganti asupan estrogen menjadi pilihan. Biji
bunga matahari dan biji wijen adalah contoh tanaman yang telah digunakan sebagai fitoestrogen
yang dikonsumsi untuk mengatasi keluhan menopause karena mengandung senyawa isoflavon,
lignan dan coumestan. Penelitian ini dilakukan untuk menentukan aktivitas estrogenik biji bunga
matahari dan biji wijen dengan menggunakan metode Yeast Esfrogen Assay (YES) yang telah
mengalami penghapusan gen PDR5 SNQ2 dan YORT. Pengujian dilakukan dengan
menggunakan ekstrak etanol biji bunga matahari dan biji wijen dengan seri konsentrasi dari 50
hingga 2000 pg/ml dengan kontrol positif genistein. Satuan B-galaktosidase ditetapkan sebagai
Miller Unit sedangkan nilai ECso ditentukan menggunakan analisis regresi non linier dengan
parameter log dosis-respon. Hasil penelitian menunjukkan bahwa genistein dan biji bunga
matahari menghasilkan nilai ECs50 masing-masing sebesar 7,822x104s M dan 881,2 pg/ml,

sedangkan nilai ECso biji wijen tidak dapat ditentukan. Biji bunga matahari menunjukkan aktivitas
estrogenik yang lemah sedangkan aktivitas estrogenic dari biji wijen tidak dapat ditentukan
dengan metode YES. Kata kunci: aktivitas estrogenik, YES assay, biji bunga matahari, biji wijen

PENDAHULUAN beberapa sistem dan organ tubuh. Gejala vasomotor,

Menopause merupakan keadaan hipo- atropi urogenital, peningkatan risiko osteoporosis dan
estrogenik akibat penurunan fungsi dari ovarium. kelainan kardiovaskuler adalah gejala yang dapat
Keadaan ini dapat menimbulkan perubahan pada timbul pada wanita menopause (Indra et al Z2009).

Diperkirakan jumlah wanita pasca menopause di dunia
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sekitar 476 juta jiwa pada tahun 1990. Setidaknya
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pada tahun 2030 jumlah ini akan bertambah menjadi
1,2 milygl jiwa (Sastroasmoro et al., 2004).

Masa menopause dibagi menjadi tiga bagian
yaitu premenopause, perimenopause, Yyaitu periode
dengan keluhan memuncak, dan rentang waktu 1
sampai 2 tahun sebelum dan sesudah menopause,
yaitu masa wanita mengalami akhir datangnya haid
sampai berhenti sama sekali atau menopause (Becker
et al., 2001). Menopause secara alami biasanya terjadi
pada wanita berusia 48 sampai 58 tahun, namun
menopause dini juga bisa terjadi pada wanita yang
berusia n'ang dari 40 tahun (Umland, 2008).

Keluhan yang sering dijumpai pada masa
menopause berupa gejolak panas (hot flushes),
berkeringat banyak, insomnia, depresi serta perasaan
mudah  tersinggung. Keluhan-keluhan  tersebut
membuat wanitamiak nyaman akibat kekurangan
hormon estrogen. Salah satu cara yang telah dilakukan
untuk mengatasi keluhan tersebut adalah terapi
penggantian hormon estrogen (hormon replacement
therapy, HRT) contohnya dengan estradiol, namun cara
ini selain membutuhkan biaya yang cukup besar juga
memiliki efek samping yang membahayakan, salah
satunya dapat menyebabkan kanker payudara
(Badzaid, 2003). Penggunaan bahan tanaman yang
mengandung fitoestrogen menjadi pilihan terapi yang
digunakﬁsebagai pengganti estrogen.

Fitoestrogen merupakan suatu substrat dari
tumbuhan yang memiliki aktivitas mirip estrogen (Glover
and Assinder, 2006). Studi pada manusia, hewan, dan
sistern  kultur sel menunjukkan bahwa fitoestrogen
memainkan peran penting dalam pencegahan gejala
menopause, osteoporosis, kanker, dan penyakit jantung.
Konsumsi fitoestrogen menunjukkan efek estrogenik pada
wanita pascamenopause (Manonai et al., 2008).

Kelompok besar senyawa yang termasuk
fitoestrogen adalah isoflavon, coumestan, dan lignan
(Kurzer et al., 1997). Tumbuhan aang mengandung
fitoestrogen diantaranya vyaitu biji-bijian, kacang-
kacangan, sayuran, dan buah-buahan termasuk biji
bunga matahari (Helianthus annuus L.) (Biben, 2012).
Kandungan fitoestrogen biji bunga matahari antara lain
adalah lariciresinol, pinoresinol, secoisolariciresinol,
coumestrol, dan daidzein (Thompson et al., 2006).
Coumestrol merupakan komponen coumestan yang
dapat ditemukan dalam biji wijen (Sesamum incidum L).
Lariciresinol, pinoresinol, dan secoisolariciresinol dapat
pula ditemukan dalam jumlah lebih banyak pada biji
wijen (Thompson et al., 2008).

Metode YES banyak digunakan untuk evaluasi
aktivitas estrogenik dari senyawa fitoestrogen dan
ekstrak dari tanaman (Zhang et al., 2005). Metode YES
berdasarkan pada ekspresi reseptor estrogen manusia
dan suatu elemen respon estrogen yang dihubungkan
dengan gen pengatur LacZ dalam yeast (Routledge &
Sumpter, 1996). Penghapusan gen yeast ABC
transporter SNQZ2 pada YES sistem mengrgsilkan
sistem YES yang lebih sensitif (Jungsukcharoen ef al.,
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2014). Penelitian ini bertujuan untuk menentukan
potensi estrogenik biji bunga matahari dan biji wijen
dengan metode YES dimana sistem YES yang
digunakan telah melalui penghapusan gen yeast
ABC transporter SNQ2, PDRS5 dan YORT.

EFEETODOLOGI
Alat dan bahan

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini
adalah gelas (Pyrex), rotary evaporator (lka),
mikropipet, kertas saring, Inkubator shaker, sentrifus
Sigma 3K12 (B. Braun Biotech International), laminar
air flow cabinet (Nuaire), pH meter (Toa Electrics Ltd),
vorteks (Genie), neraca analitik (Sartorius), 96-well
micropleffE}eader (Biorad), 96-well microplate (lwaki).

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini
adalah biji bunga matahari dan biji wijen yang diperoleh
dari toko Artomoro (Purwokerto), Yeast Estrogen Screen
(YES) system yang mengandung reseptor estrogen
manusia tipe ER-a dan telah mengalami penghapusan
gen PDR5, SNQ2 dan YOR1 (strain Y190

pdrbAsng2Ayor:loxP +pGBT9-hERaLBD(TRP1)

+pCEE424-hTIF2(LEU2) merupakan pemberian
dari Assoc. Prof. Chuenchit Boonchird (Department
of Biotechnology Faculty of Science Mahidol
University), etanol (Merck), 2-merkaptoetanol (Bio
Basic), DMSO (Merck), genistein (Sigma), oNPG (o-
nitrofenil B-D-galaktopiranosida) (Merck), sodium
dihidrogen fosfat (Merck), glukosa (Merck), ekstrak
yeast (Difco), pepton (Difco), yeast nitrogen base
tanpa asam amino (Difco), adenin (Sigma), natrium
karbonat (Merck), dan akuades.
Cara Kerja
Pembuatan ekstrak etanol biji bunga matahari
dan biji wijen

Ekstrak dibuat dengan cara maserasi yaitu
serbuk kering simplisia biji bunga matahari
sebanyak 500 g dan biji wijen 300 g ditambahkan
cairan penyari etanol 70% sampai simplisia
terendam. Maserasi dilakukan selama 3 hari sembil
diaduk. Setelah disaring kemudian dilakukan
penguapan pelarut dengan rotary evaporator.
Penentuan aktivitas estrogenik menggunakan
metode YES assay (Booonchird et al., 2010)

Stok dari ekstrak dibuat dalam konsentrasi
50 hingga 2000 ug/mL dalam DMSO. Senyawa
standar yang digunakan yaitu genistein dengan
konsentrasi 10.s M hingga 10sM. Konsentrasi
DMSO tertinggi pada setiap pengenceran adalah
1% dan genistein sebagai kontrol positif.

Uji dilakukan dengan melakukan inkubasi 50
uL kultur yeast yang telah berusia 24 jam dengan 2,5
Hl ekstrak konsentrasi tertentu pada DMSO atau 50 pL
DMSO (sebagai kontrol pelarut) dan 50 pl genistein
(sebagai kontrol positif) dan ditambahkan 4 pl medium
Synthetic Defined (SD) cair yang sudah ditambah
dengan adenin. Kemudian diinkubasi pada suhu 30°C
dengan shaker selama 4 jam. Kultur sel sebanyak 150




pL dipindahkan ke 96-well microplate untuk diukur ODsso-
nya. Kultur sel yang lainnya diambil 100 pL untuk
disentrifugasi dengan kecepatan 10,000xg lalu lisat sel
dipisahkan dari supernatan. Lisat kemudian diresuspensi
dalam Z-buffer 200 pL yang mengandung 0,2 mg/mL
Zymolyase 100 T, dan diinkubasi pada suhu 30°C selama
15 menit. Lisat sel yang dihasilkan dari sentrifugasi dan
resuspensi dengana-buﬂer kemudian diinkubasi dengan
40 pL/mL substrat g oNPG dalam 0,1 M sodium fosfat
buffer pH 7,0) dan diinkubasi pada suhu 30°C selama 30
menit. Saat warna kuning oNPG terbentuk, 100 pl NazCO3
1 M ditambahkan untuk menghentikan reaksi. Larutan
sebanyak 150 pL larutan dipindahkan ke mikroplate dan
dibaca absorbansi pada panjang gelombang 420 nm dan
550 nm.

Satuan B-galaktosidase ditetapkan sebagai
Miller Unit dihitung menggunakan rumus berikut:
Mifler Unit = 1000 [OD420 — 1,75 (ODss0)] / [ODsso (T) (V)]
,,,,,,, (1)
OD4z0 adalah absorbansi warna kuning dari oNP,
ODsso adalah hamburan dari sel debris, bila dikalikan
dengan 1,75 mendekati hamburan sel debris pada
OD420. ODgso merupakan kepadatan sel pada awal uji,
T adalah lama inkubasi waktu reaksi (menit), dan V
adalah volume kultur yang digunakan pada uji (ml).

Data satuan [(-galaktosidase dan ECsp
disesuaikan dengan parameter empat model logistic
dose-response. Perhitungan ECsp dilakukan dengan
menggunakan Program GraphPad Prism 4
(GraphPad Software Inc., USA).

HASIL DAN PEMBAHASAN

Metode Yeast Estrogen Screen (YES) secara
luas digunakan untuk menentukan aktivitas estrogenik
bahan kimia dan senyawa bioaktif termasuk
fitoestrogen. Sistem YES vyang digunakan dalam
penelitian ini telah mengalami penghapusan 3 gen
PDR5, SNQ2 dan YORT yang merupakan yeast ATP-
Binding Cassette (ABC) fransporter sehingga sistem
YES yang digunakan lebih sensitif terhadap senyawa
fitoestrogen (Jungsukcharoen ef al., 2014). PDRS,
SNQ2 dan YOR1T merupakan gen yang bertugas
memompa keluar dan masuknya obat dalam yeast.

Metode YES berdasarkan pada ekspresi
reseptor estrogen yang berikatan dengan senyawa
estrogenik pada elemen reseptor estrogen yang
dihubungkan dengan gen pengatur LacZ pada yeast.
Ketika senyawa estrogenik terikat pada reseptor
estrogen, maka transkripsi gen pengatur LacZ akan
teraktivasi. Aktivasi transkripsi akan menimbulkan
ekspresi enzim B-galaktosidase. Dengan adanya enzim
B-galaktosidase akan mengubah oNPG menjadi oNP
yang berwarna kuning dan dapat diukur absorbansinya
pada OD420 nm. Satuan B- galaktosidase yang
dihasilkan dari interaksi antara senyawa fitoestrogen
dengan reseptor estrogen pada sistem YES ditetapkan
sebagai Miller Unit (Boonchird et al., 2010).

Genistein pada konsentrasi 105 M
menghasilkan satuan B-galaktosidase yang paling tinggi
dan satuan pB-galaktosidase terendah dihasilkan pada
konsentrasi 10.s M. Ekstrak etanol biji bunga matahari
pada konsentrasi uji terendah 50 pg/mL menghasilkan
satuan B-galaktosidase sebesar -16,76. Namun, pada
konsentrasi 800 hingga 2000 pg/mL terjadi peningkatan
hingga 221,01 Miller Unit. Satuan B-galaktosidase ekstrak
etanol biji wilen menghasilkan hasil perhitungan negatif
walaupun akhirnya pada konsentrasi tertinggi 2000 pg/mL
diperoleh Miller Unit sebesar 1,89.
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Gambar 1. Hubungan antara log konsentrasi
a) genistein, b) ekstrak etanol biji bunga
matahari, dan c) biji wijen dengan unit -
galaktosidase (Miller Unit). Nilai Miller Unit
didapatkan dari pengujian yang diulang
sebanyak tiga kali dan dinyatakan sebagai
nilai rata-ratatstandard error
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Satuan [B-galaktosidase dan konsentrasi
senyawa uji dianalisis dengan menghubungkan variabel
tersebut menggunakan kurva log dosis-respon. Nilai
Effective Concentration 50 ( ECsg) ditentukan
menggunakan Program GraphPad Prism versi 4. Nilai
ECsp merupakan konsentrasi efektif dimana konsentrasi
suatu senyawa menghasilkan 50% efek maksimal. Nilai
ECsp yang rendah menunjukkan bahwa senyawa uji
mempunyai aktivitas estrogenik yang tinggi.

Berdasarkan Gambar 1. dapat dilihat bahwa
nilai ECsp dari kontrol positif genistein adalah 7,82 x10.s
M. Menurut penelitian sebelumnya yang dilakukan oleh
Jungsukcharoen et al. (2014) nilai ECsp genistein
adalah 2,8x10.s M. Hal ini menunjukkan bahwa kontrol
positif genistein memiliki aktivitas estrogenik lebih tinggi
dibandingkan dengan penelitian sebelumnya. Pada
penelitian ini menggunakan sistem YES yang telah
mengalami penghapusan gen PDR5, SNQ2 dan YOR1
sehingga sistem YES lebih sensitif dibandingkan
dengan penelitian sebelumnya yang hanya menghapus
gen SNQ2 saja.

Nilai ECso mri ekstrak etanol biji bunga
matahari yaitu 981,2 pg/ml. Hal ini menunjukkan bahwa
ekstrak etanol biji bunga matahari memiliki aktivitas
estrogenik yang rendah bila dibandingkan dengan nilai
ECsp Genistein sebagai kontrol positif. Nilai ECsp dari
ekstrak etanol biji wijen tidak dapat ditentukan karena
satuan (3-galaktosidase yang dihasilkan bernilai negatif.
Hal ini menunjukkan ekstrak etanol wijen tidak memiliki
aktivitas estrogenik.

Kandungan fitcestrogen dari biji wijen yang
termasuk golongan senyawa lignan yaitu matairesinol,
lariciresinol, pinoresinol, secoisolariciresinol hampir 40
kali lebih besar dari kandungan lignan pada biji bunga
matahari (Thompson et al., 2008) . Aktivitas estrogenik
yang ditunjukkan oleh biji bunga matahari lebih tinggi
dari pada biji wijen bila ditentukan dengan metode YES.
Hal ini dapat dijelaskan melalui dua hal yaitu pertama,
lignan yang terkandung dalam tanaman merupakan
prekursor lignan yang dalam tubuh manusia akan
diubah  menjadi  enterolignan, enterodiol dan
enterolakton oleh bakteri intestinal (Lampe, 2003). Hasil
ekstraksi yang dilakukan dalam penelitian ini hanya
menyari prekursor lignan tersebut, sehingga tidak dapat
menunjukkan aktivitas estrogenik seperti yang terjadi
ketika senyawa prekursor lignan tersebut telah
dikonsumsi oleh manusia. Kedua, metode YES yang
mendasarkan pada ikatan yang terjadi antara senyawa
estrogenik dengan reseptor estrogen tidak mampu
menunjukkan aktivitas estrogenik dari senyawa lignan
yang sebenarnya. Ketidakmampuan ini terjadi karena
enterolignan dapat menunjukkan aktivitas estrogenik
yang tidak berkaitan dengan ikatannya dengan reseptor
estrogen. Mengubah aktivitas enzim yang terlibat dalam
metabolism estrogen, lignan dapat mengubah aktivitas
biologis dari estrogen endogen (Brooks et al.,, 2005).
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KESIMRZELAN

Ekstrak etanol biji bunga matahari (Helianthus
annus L.) memiliki aktivitas estrogenik yang rendah
dengan nilai ECs0 sebesar 981,2 pg/ml. Ekstrak etanol biji
wijen (Sesamum indicum L.) tidak menunjukkan aktivitas
estrogenik bila ditentukan dengan metode YES.
Berdasarkan hal tersebut maka perlu dilakukan penelitian
penentuan aktivitas estrogenik dari enterolignan,
enterodiol dan enterolakton dari biji wijen dan
menggunakan metode pengujian yang tidak berdasarkan
pada respon yang terjadi akibat ikatan antara senyawa
fitoestrogen dengan reseptor estrogen.
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